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ンキナーゼ活性が証明されているのは， Raf , Mos , Pim-1 の 3 種類のみである。一方， c-Raf-1 プ




癌遺伝子である o cDNA の塩基配列より，その遺伝子産物は 415 アミノ酸からなり，セリン/スレオ
ニンキナーゼのキナーゼドメインと 42-485ぢの similarity を持つが，金属結合部位，カルモデ、ュリ
ン結合部位など既知のドメイン構造は持たない全く新しいタイプのキナーゼである乙とが示唆された。







製抗体を用いて，まず， (35 S J ーメチオニンで標識した cot 形質転換 SHOK細胞の抽出液から免疫
沈降を行なったと乙ろ，抗A47 抗体で 46KD及び 52KDの 2 種類の蛋白質が沈降された。この蛋
白質は，もとの SHOK細胞の抽出液からは沈降されず，抗体をペプチドA47で吸収してから用いる
と，形質転換 SHOK細胞からも全く沈降されなかった。また，ウサギ網状赤血球ライゼートを用い
て in vitro で翻訳した cot 遺伝子産物を免疫没降したと乙ろ， A4 7, A46 のどちらに対する抗体で
も 46KD と 52KDの蛋白質が沈降された。 それぞれ免疫に用いたペプチドで吸収すると完全にブ
ロックされ，抗体の特異性が確認された。
2 )酵素活性の同定 . cot 形質転換 SHOK細胞の抽出液，及び in vitroで合成した cot 癌遺伝子産物
を用いて，免疫複合体キナーゼアッセイを行った。抗A47 抗体とプロテインA セフアロースを用い
た免疫沈降物に〔 γ，_32pJ ATP を加え室温で 3 分間反応させ， SDSーポリアクリルアミド電気泳
動にかけたところ， 46KD と 52KDの自己リン酸化されたと考えられる蛋白質のバンドが検出さ




3) 2 種のペプチドの同定 . cot 形質転換細胞由来の 46KD と 52KD，および in v，itro で合成した
46KD と 52KD蛋白質の計 4 種類を自己リン酸化させ， V8 プロテアーゼで部分分解し，ペプチド
マッピングを行なった。 4 種類の蛋白質は非常によく似たパターンを示したが， 52 KD蛋白質を
0.2μgV8 プロテアーゼで消化した際に， 46KD蛋白質を消化した際には見られない 21KDのバン
ドが検出された。乙のことから， 46KD と 52KD蛋白質の違いは，ポリペチドの構造そのものの違
いに起因する乙とが示唆された。違いのある部と予測されたアミノ末端に相当するペプチド A48 に
対する抗体を調製し，免疫沈降を行なったところ， 52KD蛋白質のみが沈降された。乙の乙とから，
2 つの ATG コドン(ヌクレオチド 2 4 番及び 168 番)からの Alternative Initiation によるもので
ある乙とが示唆された。





1 )分子量 46KD及び52KD のアミノ末端の構造が異なる 2 種類の分子からなる。





cot 癌遺伝子は， SHOK細胞を受容細胞とした DNA トランスフェクション法により分離された新
しい癌遺伝子であるが，その遺伝子産物は同定されておらず，機能は不明であった。
本論文では，合成ペプチドを用いて cot 遺伝子産物に対する特異的抗体を作製し，その抗体を用い
て cot 遺伝子産物の同定と機能解析を行なった。その結果， cot 遺伝子産物が，分子量 46KD及び52
KDのアミノ末端の構造が異なる 2 種の分子種よりなる乙と，セリン残基をリン酸化する蛋白質リン
酸化酵素である乙と，細胞質に存在する乙とを明らかにした。
乙れらは， cot 癌遺伝子の形質転換能や細胞内情報伝達に於ける役割を知る上での極めて重要な知
見であり，本論文は学位授与に値するものと評価する。
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